DE 1 420 112 describes a process for the production of 5'-ribonucleotides by treating 
ribonucleic acid with cultured material of micro-organisms containing 
5'-phosphordiesterase. Said micro-organisms belongs e.g. to the genus Bacillus, 
Streptomyces, Torula, Zygosaccharomyces, Aspergillus and Penicillium. Culture 
material can be in the form of living cells, dry cells, culture filtrates or cell extracts of 
said micro-organisms. Purification of ribonucleic acid is not necessary before enzymatic 
degradation and crude solutions such as yeast extracts may be used as starting 
material. 5'-ribonucleotides or alkali metal salts thereof can improve the taste of amino 
acid-containing food and beverages. 
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yprfahren'zur fferstellunp: von S'-Nuoleotiden 



Die vorliegende Erfindung bezieht sicb auf ein Verfabren 
zur Herstellung einer Losung, die 5 '-Nucleotide (Adenosin- 
5 » -monophosphate Guanosin-5' -monophosphate uridin-5* -mono- 
phosphate Cytidin-S'-monophosphat, Daosin-S* -monophosphate 
Xanthosin-5 l -monoph6sphat) enthalt, aus Ribbnucle ins Sure 
dureh mikrobielle Wirkung einer 5' -Phosphodiesterase, und 
auf die Verwendung dieser S'-Nucledtiden als Spezialwttrze. 
Der Gegenstand der vorliegehden Erfindung ist somit, wttr zig 
schmeckende 5»-Nuoleotide berzustellen, welche bisber im 
allgemeinen nur dureh organiscbe Syntbese oder durch Ex- 
traction von Geweben verschiedener Organismen wie SSuge- 
tiermuskeln erbalten wurden, und zwar in wirtsobaftlicher 
imd guter Ausbeute aus Ribonucleinsaure unter Verwendung 
der Enzyme von Mikroorganismen. 

Ein chemischer Abbau von Ribonucleinsaure fUhrt zur Bil- 
dung von 3'- und 2« -Nucleotides und nicht zu 5 '-Nucleotides 

Dartiberbinaus Dauen gewouuxx«u« m.**™*.*****.* * — - 

ohne Berueksichtigung der ursprungsart, die Ribonucleinsaure 
in J 1 - (oder 2 , -)-Nucleotiden Jedoch nioht zu S'-Nueleoti- 
den ab. Nur die sogenannten unspezifisohen Phosphodiestera- 
sen aus einer Giftscblange oder der Darmsobleimhaut bauen 
die Ribonucleinsaure zu 5' -Nucleotides ab. Jedoch ist es 

809813/1264 - / ° m,N ^ Wsfsctsd . 
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sehr sohwierig, grofie Mengen dieser Enzyme zu erhalten. 
Die 5*-Nueleotiden kbnnen auoh mittels organischer Synthese 
erzeugt warden, jedooh 1st dieses Verfahren sehr umstahdlich 
und zustttzlioh unwirtschaftlieh. Aus dlesen Ortinden war bis 
Jetzt die Erzeugung von S'-Nucleotiden sehr sohwierig void 
eine insbesondere wirtschaftliche Massenproduktion dersel- 
ben war vSllig unmSglioh. 

8s konnte nun festgestellt werden, daS einige Stamroe von 
Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen S'-Phosphodiesterasen 
enthalten, die in spezieller Weise die 5'-Phosphodiester- 
bindungen (OyO-P-O-C^) in Ribonuoleinsanre hydrolysieren 
und 4 5» -Nucleotide erzeugen: Adenosin-S'-monophosphat, 
Ouanosih-S'-monophosphat, Cytidin-S'-monophosphat und Uri- 
dine 5' -monbphosphat. Insbesondere diejenigen verschiedenen 
StSmme, die zu den folgenden Arten gehbren, enthalten, wie 
festgestellt werden konnte, starke S'-Phosphodlesterase: 
Bacillus, Streptomyces, Torula, Zygosaoeharomyees, Peni- 
oillium und Aspergillus. Auf dlese Weise war die Basis fur- 
die Erzeugung von 5 •-Nuoleotiden durch Mikroorganisroen gemaB 
der vorliegenden Erfindung furs erste slohergestellt. 

Die vorliegende Erfindung ist auf der Basis obiger Besta- 
tigung vervollstandigt worden. Deshalb wird durch die vor- 
liegende Erfindung eine Erzeugung von 5»-Nucleotiden ermog- 
licht, das daduroh gekennzeiohnet ist, daB Ribonuclein- 
sHure in 5 '-Nucleotide durch 5 1 -Phosphodiesterase abgebaut 
wird, die in lebenden Zellen, trookenen Zellen, Kulturfiltra- 
ten oder Zellextrakten der oben besohriebenen Mikroorganismen 
enthalten ist. Die 5 1 -Phosphodiesterase enthaltenden Mikro- 
organismen sind in der Lage entweder auf festen oder fltissi- 
gen Medien zu wachsen. PUr wirtschaftliche Massenerzeugung 
sind jedooh die fltissigen Medien geeigneter. Als Nahrstoffe 
der Kulturmedien kbnnen invirksamer Weise die tiblichen Quei- 
len fur Kohlenstoff und Stickstof f und versohiedene anorga- 
nisohe Salze verwendet werden. Die vorliegende Erfindung 
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umfafit ein ein- und ein zweistufiges Verfahren. Bei dem 
einstufigen Verfahren wlrd das Waohstum der Mikroorganis- 
men und der enzymatische Abbau der Ribonuoleinsaure gleich- 
zeitig ausgeftihrt, wobei ein Kultur medium angewandt wird, 
das Ribonuoleins&ure enthtilt. Beim zweistufigen Verfahren 
werden Wachstum der Mikroorganismen und der enzymatische 
Abbau der Ribonucleins&ure getrennt durchgefUhrt, 

ErfindungsgemfcLB ist es nioht notwendig, die Ribonuolein- 
saure vor ihrem enzymatisohen Abbau zu reinigen. Als geeig- 
netes Ausgangsmaterial konnen rohe Losungen, die Ribonuclein- 
sSLure enthalten, wie z,B. Hefeextrakte, verwendet werden* 
Dariiberhinaus konnen in wirksamer Weise mikrobielle Zellen, 
die zur Erzeugung von 5 ^Phosphodiesterase gezlichtet werden, 
zusatzlich als Quelle ftlr die Ribonucle ins Sure verwendet 
werden • 

Preie 5 1 -Nucleotide oder ihre Alkalisalze, die nach dem 
oben besohriebenen Verfahren erhalten werden, verst&rken 
oder erhohen den Wohlgeschmack von Nahrungsmitteln, GetrSnken 
und Wilrzen, welchen sie zugemischt werden kBnnen* Krfindungs- 
gemaS wurde f estgestellt, daS Purin- und Pyrimidiribasen, ihre 
Nucleoside und ihre 2 f - und 3 1 -Nucleotide wenigj* Wohlgeschmack 
haben, im Gegensatz zu den 5 1 -Nucleotides insbesondere von 
Inosin-5 1 -monophosphat und Guanos in- 5 1 -monophosphat, die 
einen sehr angenehmen und guten Geschmack aufweisen. 

Inosin-5* -monophosphat und Guanosin-5 1 -monophosphat erganzen 
sich in der Gesohmackswirkung. 



Wie oben beschrieben, wird aus RibonuoleinsSure durch mikro- 
bielle 5 ! -phosphodiesterasewirkung eine Mischung von Adeno- 
S sin-5 1 -monophosphat , Guanosin-5 1 -monophosphat, Uridin-5 1 - 
*~ monophosphat und Cytidin-5 f -monophosphat erhalten. Diese 
«° Mischung wird gleiohfalls durch Phosphorylierung einer Misch- 
ca ung von Ribosiden,hergestellt aus Ribonuoleins&ure, erhalten, < 
2 Diese Mischung von den vier 5 f -Nucleotiden hat einen ange- 5 
* nehmen guten Geschmack, was in der Hauptsache auf das Guano- § 
r.Sn-» 5 -«ion -phosphat zuriickzuf uhren ist. Aus dieser Mischung Q 
wird durch chemische Deaminierung eine Mischung von Inosin- m 
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5 1 -monophosphate Xanthosin-5 1 -monophosphat und 5 ' -Ur idin- 
monophosphat erhalten; Die erhaltene Mischung dieser 3 5'- 
Nucleotide hat gleichfalls einen angenehmen guten Geschmack, 
welcher hauptsachlich auf das Inosin-5 r -monophosphat zurtiek- 
zufUhren 1st. Eine Mischung, die sowohl das Inosin-5 ^mono- 
phosphat und das Guano sin-5 '-monophosphat enthalt, hat einen 
besonders wohlschmeokenden Geschmacrk. 

Die vorliegende Erfindung ermSglicht ferner ein Verf ahren 
zur Herstellung einer Mischung, die sowohl Insoin-5' -mono- 
phosphat und Guanosin-5 1 -monophosphat als auch Uridin-5 1 - 
monophosphat und Cytidin-5 1 -monophosphat enthalt. Dieses 
Verfahren besteht darin, dafi zuerst eine Mischung von 
Adenosin-5 1 -monophosphat, Guanosin-5 1 -monophosphat, Cytidin- 
5 '-monophosphat und Uridin-5 ' -monophosphat aus der Ribo- 
niicleinsaure hergestellt wird und anschlieBend die erhal- 
tene Misohung durch mikrobielle Adenyldeaminase, welche nur das 
Adenosin-5 1 -monophosphat zu Inosin-5 '-monophosphat deaminiert, 
deaminiert wird. Diese Mischung, die sowohl Inosin-5 '-mono- 
phosphat und Guano sin -5* -monophosphat enthalt, hat einen 
sehr feinen Geschmack. Diese Mischung kann daher nach einer 
Konzentrierung oder Sprtihtrocknen als Spezialwtlrze verwendet 
werden. Sowohl das Inosin-5 '-monophosphat als auch das Gua- 
nosin-5 '-monophosphat konnen nach der Isolierung aus der 
Mischung ftir sich als Wiirzmittel verwendet werden. 

Die Adenyldeaminase wird leicht aus Mikroorganismen erhalten. 
Die Mikroorganismen, z.B. Aspergillus oryzae, die Adenyl- 
deaminase aber nicht Guanyldeaminase enthalten, sind in 
der Lage, entweder auf festen oder auf fltissigen Medien 
zu~ wachsen. Aspergillus oryzae w&chst besser auf festen Me- 
dien, insbesondere auf Kleie. Kleie, auf welcher Aspergillus 
oryzae geztlchtet worden 1st, wird mit Wasser extrahiert. Zu 
diesem Extrakt werden drei Volumina Athanol gegeben. Der ent- 
stehende Niederschlag wird von der PlUssigkeit abgetronnt und 
getrooknet. Das getrocknete Pulver kann als Adenyldeaminase - 
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zubereitung gebraucht werden, Zu der Mischung von Adenosin- 
5 1 -monophosphat , Guanosin-5 1 -monophosphat, Cytidin-5 1 -mono- 
phosphat und Uridin-5 f - m onopho^>hat werden einbasisohes 
Kaliumphosphat (Peinheit M/15) und die Adenyldeaminase- 
zubereitung hinzugeftigt . Man lfifit die Substanzen 2 bis 5 
Stunden lang bei ungefShr 45°C und einen pH von ungefShr 
5,6 aufeinander einwirken. Eine angepaflte Menge der Adenyl- 
deaminase zubereitung 1st das 0,1-bis 0,5-£aahe des Gewiohtes 
des Adenosin-5 1 -monophosphates, Nach der Einwirkung wird die 
Reaktionsmischung zum Sieden erhitzt und der entstehende 
Niederschlag wird entfernt. Die tiberstehende LBsung enthSlt 
sowohl Inosin-5 r -monophosphat als auch Guano sin-5 ^mono- 
phosphate und hat einen ausgezeiohneten guten Oesohmack. Die 
Mischung, die sowohl das Inosin-5 f -monophosphat als auoh das 
Guanosin-5 f -monophosphat enthSlt, kann gleiohfalls direkt 
aus der RibonucleinsSure duroh Verwendung der Mikroorganismen, 
die sowohl 5 '-phosphodiesterase und Adenyldeaminase enthalten, 
erhalten werden, Bei diesem einstufigen Verf ahren wirken so- 
wohl die 5 f -Phosphodiesterase als auch die Adenyldeaminase 
gleiohzeitig bei der Umsetzung. 

Zwischen den 5 f -Nucleotiden und den Aminos&uren herrscht 
ein spezifischer Gesohmaokssynergismus. Uhter den zahlrei- 
chen AminosSuren 1st es, wie festgestellt werden konnte, das 
L-Glutamat, das besonders wirksara beim Synergismus mit den 
5 f -Nuoleotiden ist. GewBhnliahe Nahrungsmittel, Oetritokt und 
WUrzen, enthalten betrttohtliohe Mengen an AminosMuren Oder or- 
ganisohen Sfiuren als Hauptgesohmaoksbestandteil, Jedooh ent- 
halten sie in den seltensten P alien 5 '-Nucleotide* Ss ersoheint 
deshalb dio Rolle der 5 ' -Nucleotide hinalohtlioh das Wohlge- 
sohmaoks als sehr wiohtig, Beispielsweise kann vielleioht der 
gute Gesohmaok von Suppen oder Fleisohextrakten, die kleine 
Mengen an 5 f -Nuoleotiden enthalten, hauptsKchlich duroh den 
3ynergismus"zwisohen S^Nuoleotiden und Aminos&uren h«rvor- 
gerufen werden* Jedooh Inosin-5 '-monophosphat und Guanoain- 
5 1 -monophosphat sind nooh nioht zur Irzeugung eines Wohlge- 
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sohmacks bei Nahrungsmitteln und GetrSnken herangezogen wor- 
den, obgieich Natrium-L-glutamat und Succins&ure schon viel- 
seitige Verwendung fanden. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher gleichfalls auf 
die Anwendung der 5 1 -Nucleotide unter Beriioksichtigung des 
gesohilderten Synergismus zwischen den wohlschmeokenden 5'- 
Nuoleotiden (insbesondere dem Inosin-5 f -monophosphat und 
dera Ouanosin-5 f -monophosphat) und L-Glutamat. Die erf indurg s- 
gemSBe Anwendurig der 5 f -Nucleotide besteht in der Zugabe von 
einem oder mehreren der 5T -Nucleotide zu gewtJhnlichen Nah- 
rungsmitteln oder GetreLnken, wie z.B. Flejtohspeisen, Suppen, 

Saucen, 

Weinessig, Zutaten,/C^ryp\ilver und verschiedenen Drinks, 
einsohliefllioh Wein, urn einera unangenehmen Beigesohmack, wel- 
oher die Gesohmacksqualit&ten der Nahrungsmittel oder der 
OetrMnke beeintrSchtigt, entgegenzuwirken und um den Wohl- 
gesohmaok, wie er speziell gemas dem Synergismus zwisohen 
5 1 -Nuoleotiden und L-Glutamat, die in den Nahrungsmitteln 
oder Oetr taken anwesend sind, zu verstSrken oder zu erhShen. 
In denjenigen PHllen der Anwendung ftlr Lebensmlttel oder 
GetrMnke, die keine Aminosiiuren enthalten, ist es wirksamer, 
Moncaatriura-L-glutaraat und 5 '-Nucleotide geraeinsam zuzusetzen. 
Die 5 f -Mueleotide kflnnen gleichfalls bei Wttrzen, die L-Glu- 
taraat enthalten, um deren Wohlgesohmack in spezifischer Weise 
anzureiohern, angewandt werden. Die Bitterstoffe bei den rohen 
Preparationen von 5 1 -Nuoleotiden kiJnnen lelotit durch Harz- 
Kationenauataueoher entfernt werden. Sowohl die rohen als auch 
die gereinigten Preparations der 5 1 -Nucleotide . sind wertvoll. 

ErfindungegemUfl kOnnen gleiohfalls die Alkalisalze der 
5 f -Nuoleotide in gleioher Weise wie die freine 5 f -Nuoleo- 
tide verwendet werden, da kein wesentlioher Uhtersohied 
zwisohen ihren gesohmaokliohen Wirkungen besteht. 

Uta die Brf indung nooh nMher zu erlHutern, ohne sie begrenzen 
zu wollen, werden folgende Beispiele gebraohti 
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Belsplel 1 

50 ml einer wassrigen Kultur, die 5 % Glucose, 0,5 % Poly- 
peptone, 0,05 % einbasisches Kaliumphosphat, 0,05 % zweibasi- 
sches Kaliumphosphat, 0, 04 % Magnesiumsulf at und 0,04 # 
Calciumchlorid enthlelt, wurde sterllisiert und rait elner rei- 
nen Kultur von Penicillium citrinum beimpft. Nach einer 5 Tage 
dauernden Oberflachenbebrtitung bei 30°C wurde das Mycelgef lecht 
von der Kulturbrtlhe getrennt und mit sterilisiertem Wasser 
gewaschen. Das gewaschene Mycelgef lecht wurde mit 50 ml einer 
0,5 £igen Hefe-Ribonecleinsaurelosung, die 0,01 N Natrium- 
fluprid enthielt, bei 50°C bebrUtet. Nach 22,5 Stunden wurde 
das Pilzgef lecht entfernt. In der erhaltenen Reaktionsmischung 
konnten 70 - 80 mg Mononucleotide, 80 - 90 mg Nucleoside und 
70 - 8o mg an undepolymerisierte Polynucleotide festgestellt 
werden. Die in der obigen Mischung enthaltenen Mononucleotide 
wurden als Cytidin-5 1 -monophosphate Adenosin-5 1 -monophosphat, 
Ino s in- 5 1 -monophosphate Uridin-5* -monophosphat und Guanosin- 
5 1 -monophosphat identif is&iert . Die Identif izierung wurde wie 
folgt ausgeftihrt: 

23 ml der Reaktionsmischung wurden mittels einer starken 
Natriumhydroxydlbsung auf ein pH von 8,5 eingestellt . 2,5 ml 
einer 20 ?figen Bariumacetat^losung wurden hinzugegeben. Der 
sich bildende Niederschlag von Bariumphosphat wurde entfernt. 
Die iiberstehende Pltissigkeit wurde mittels einer kleinen Men- 
ge an Bssigsaure auf ein pH von 5,0 eingestellt* Ein ml 
Quecksilberacetatlosung (20 % in 2 £iger Essigsaure) wurde 
hinzugefttgt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, gewa- 
schen und in Wasser suspendiert. Urn die Nucleotide abzu- 
trennen wurde in die Suspension Schwefelwasserstof fgas 
eingeleitet. Die Mischung wurde filtriert und der Nieder- 
schlag mit heiBem Wasser gewaschen. Die beira Waschen erhal- 
t«e Losung wurde mit der Uberstehenden Fliissigkeit ver- 
einigt und ein Teil der verekiigten Losung wurde auf ein pH 
von 8,5 eingestellt und in eine Sfiule mit einem Durchmesser 
von 1,0 cm und 23 cm HtShe, besohickt mit einem Anionenaus- 
tausohharz Dowex-l-Cl-X-4 (200 - 400 mesh) gebracht und 
wurde eluiert mit 0,003 N (Vers.Nr .1-Nr.2l6) und 0,010 N 
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CO 
CO 
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co 



Salzstlure (Vers. No. 217 - Nr. 302). Je 80 Tropfen des Eluates 
wurden in ein Versuchsrohrchen gesammelt und bei einer optischenl 
Dichte von 260 m u v/urde jedes Eluat gemessen. Es wurderi 5 
ultraviolett absorbierende Fraktionen A, B, D, und E erhalt^J 
Die Eigenschaften dieser Fraktionen werden in den folgenden 
Tabellen aufgezeigt. 

Tabelle I 



Erhaltene 


Nuc 1 e o t id -Pr akt i onen 






Fraktionen 


A 
r\ 


SD 




D 


E 


v ersu.cn— fjo • 


21-24 


43-54 


121-122 


221-237 


264-281 


max (m u) x 


275 


258 


249 


262 


257 


% Parbentwick- 7 min 
lung (Pentose- 15 min 
Orcinol- 25 min 
Reaktion xx 35 min 

45 min 




78,7 
94,2 
100,0 

96,0 

93,9 


82,2 

98,9 
100,0 
96,8 
92,6 




81,6 
97,2 
100,0 

96,3 
92,8 


Carbazolreaktion 




blau 


blau 




blau 


Wanderungsabstand von 
Anfang zur Anodenseite 
durch Elektrophorese 
(cm) xxx 


4,9 


4,9 


12,5 


14,7 


7,7 j 


NalOh-Resanilin- 
Reaktion 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



Tabelle II 
Standard-S ubfe t an zen 





Cvtidin- 
3 -mono - 
phosphat 


Adenosin 
3 , -mono- 
phosphat 


Adenosin 
S'-mono- 
phosphat 


Inosin- 
5 1 -mono- 
phosphat 


Uridin- 
3 f -mono- 
phosphat 


Guanosin 
3 1 -mono- 
phosphat 


Mlsoh. 

v.3 1 - 

nucle- 

otide 


(m u}X 


2?H 


257 




250 


252 


257 ■ 


25H 


arbent- 7 min 
klung 15 mtn 
ritose- 25 min 
inol- £5 min 
ktion) 45 min 








80,4 

95,7 
100,0 
95,4 

ggr 3 - 




42,5 
80,2 

98,3 

100,0 

??,1 


39,6 
72,8 
94,7 
99,0 
100,0 


bazolreaktion 




purpur 


blau 


blau 




purpur 


purpur 


derungsabstand 

Anfang z # Ano- 
selte duroh 
ktrophor e se ( c m V 


cxx 


5,0 


4,5 


12,5 


15,0' 


8,8 


14,8 

8,7 
4,7 


0^-Rosanilin- 
Reaktion 






+ 
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x) Die Ultraviolettadsorptionsspektren der Standardsubstanzen 
wurden in 0,1 N HcL gemessen 

xx) Die angewandte Technik war im wesentlichen die gleiche wie 
von Albaum urtd Umbreit ( J.Biol.Chem. , 167, 369, (1947)). 

xxx) Ausgangslinie war bei 5 cm vom Ende der Kathodenseite und 
26 cm vom Ende der Anodenseite. 

Aus den in den Tabellengezeigten Ergebnissen ist zu entnehmen, 
daB die Ultraviolett absorbierenden Substanzen, die in den 
Praktionen A, B, C, Dund E enthalten sind, die Cytidin-5 ! - 
monophosphat , Adenosin-5 1 -monophosphate Inosin-5 1 -monophosphate 
Uridin-5 f -monophosphat und Guanosin-5 f -mQnophosphat sind. Wahr- 
scheinlich wurde das in diesem Beispiel festgestellte Inosin- 
S^monophosphat sekundar aus dem Adenosin-5 1 -monophosphat durch 
die Wirkung von Penicillium-deaminase gebildet. Die Bildung 
von Xanthosin-5 1 -monophosphat konnte bei diesem Beispiel nicht 
beobachtet werden. Jedoch wurde diese Verbindung leicht enzy- 
matisch oder chemisch aus Guanosin-5 1 -monophosphat erhalten. 

Beispiel 2 

FUr die Bildung von starker 5 1 -Phosphodiesterase ist eine 
Schiittelkultur wirksamer als eine OberflSchenkultur, vor 
allem im Palle der Verwendung eines Stammes wie in Beispiel 1. 

Das in Beispiel 1 verwendete Kulturmedium wurde mit 
Penicillium citrinum beimpft. Das beimpfte Wachstumgmedium 
wurde auf einer umkehrenden Sohttttelmaschine bei JO C ge- 
schtittelt. Naoh 7 Tagen wurden die Kulturfiltrate im Vakuum 
konzentrlert "and dann gegen flisSendes Wasser Uber Naeht 
dialysiert. Zu der dialysierten Losung wurden 4 Voluraen 
fithanol gegeben. Der entstandene Niederschlag, welcher reioh 
an S^Phosphodiesterase-Wirksamkeit war, wurde in einera 
Trockengef &fi eingetrooknet und als EnzymprSparat verwendet. 
Aus 1 Liter Kulturfiltrat wurde ungefHhr 1 g des Prfiparates 
erhalten. Ein mg dieses Prttparates wurde mit 200 ml einer 
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5£igen Ribonucleinsaure bei 65°C und einem pH vom 5,0 
angesetzt. Unter diesen Bedingungen wurden die Phospho- 
monoesterase und die Adenyldeaminase meist inaktiv, wah- 
rend 5* -Phosphodiesterase ihre starke Wirksamkeit behielt. 
Die Reaktion nahm folgenden Verlauf : 



Inkubationszeit (min) 


0 


10 


30 


60 


90 


5 '-Nuoleotidenbildung 
aus Ribonucleinsaure % 


0 


27 


68 


96 


97 


Anorg . Phosphatbildtuig 
aus 5'-Nucleotiden % 


0 


3,0 


3,5 


4,5 


5*7 



Ss konnte festgestellt werden, daB sich in der Reaktions- 
raischung Adenosin-5* -monophosphat, Guanosin-5 1 -monophosphat, 
Cytidin-5 1 -monophosphat und Uridin-5 * -monophosphat ansammel- 
ten. Die angesammelten 5* -Nucleotide wurden durch Ubliche 
Mittel gereinigt. Die Ausbeute jeder der 5 1 -Nucleotide 
betragt 1,3 bis 2,0 g in freier Form. Das Adeno sin- 5* -mono- 
phosphat konnte ohemlsch oder enzymatisch in das Inosin- 
5 ' -monophosphat umgewandelt werden. 

Bei8Piel 3 

100 - 500 mg der rohen Mischung von Adenosin-5 1 -monophosphat, 
Ouanosin-5 1 -monophosphat, Cyt id in-5' -monophosphat und UTidin- 
5» -monophosphat, erhalten naoh Beispiel 2, wurden zu 1 Liter 
Sauce gegeben. In der Praxis werden 2 - 10 ml der Reaktions- 
misohung pro 1 Liter Sauce genommen. Durch diese Behandlung 
wird einem unerwunschten Beigeschmack der Sauce in vollkom- 
mener Weise entgegengearbeitet und ein Wohlgeschmack wur- 
de bedeutend vermehrt. Auf diese Weise wurde die Sauce in 
nooh nioht beachtetem AusmaS schmaokhaft. Die Mischung der 
de aminiert en 5 1 -Nucleotide, die Inosin-5* -monophosphat, 
Xanthosin-5' -monophosphat und Uridin-5* -monophosphat enthielt 
wurde gleichfalls zur Verbesserung des Qesohmacks der Sauce 
herangezogen. Die Mischung der 5' -Nucleotide konnte in trok- 
kener Pormals Pulver lange Zeit aufbewahrt werden. 



809813/1264 



- 11 - 



U201 12 



Bel spiel 4 

Mononatrium-L-glutamat wurde mit gereinigtem Inosin-5 1 - 
monophosphat oder Guajiosin-5 f -monophosphatdinatriumsalz 
iiberzogen. Das Verhaltnis von Mononatriumglutamat zu Ino- 
sin-5 f -nionophosphat Oder Guanosin~5 '-monophosphat betrug 
5 - 15 : 1. Die erhaltene beste Wtirze hatte beaohtliche Eigen- 
schaften des Wohlgesohmacks fiir alle Arten von Gerichten. 

Bel spiel 5 

Zu 120 g eines Kartof f elsuppenpulvers (entsprechend l800 com 
endgiiltiges Volumen) wurden 1 bis 2 g gereinigtes resin- 
s' -monophosphat oder Guanosin-5 t -monophosphatdinatri < umsalz 
gegeben. Aus dem resultierenden anger eicher ten Pulver konntejrf 
eine bemerkenswert wohlschmeckende Suppe hergestellt werden. 
Anstelle der gereinigten Nucleotidpr&parate kann gleiohfalls 
das Rohpraparat oder eine Mischung der 5 '-Nucleotide in be- 
friedigender Weise gebraucht werden. 

Im Falle, daB PleiachbrUhe hergestellt werden soil* kbnnen 
Inosin-5 1 -monophosphate Guanosin-5'-monophosphat und Misch- 
ungen der 5 1 -Nucleotide in ebenso wirksamer Weise verwendet 
werden. 

Beispiel 6 

Eine wSssrige Kulturbrtihe, die 550 g suSer Kartof felstSrke, 
160 ml Fischextrakte (Gesamtstickstof f k s k , 5 g einbasi- 
sches Kaliumphosphat, 5 g zweibasisches Kaliumphosphat und 
4 g Magnesiumsulf at enthielt, wurde aus 10 1 und ein pH von 
5,6 eingestellt und mit Penicillium citrinum Thorn 11?1 be- 
impft. Das beimpfte Waehstumsmedium wurde in einem Flasohen- 
fermentierapparat bei 30°C beltiftet. Nach 72 Stunden wurden 
die Zellen von der Kulturf lttssigkeit getrennt. Die Kultur- 
flilssigkeit wurde mit drei Volumen Futterhefeextralcte, die 
0,5 % Ribonucleinsaure enthielten, bei 60 - 65°C und pH 5,2 
ftir 3 Stunden angesetzt. WMhrend der Umsetzung wurde die in 
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der Hefeextraktion vorhandene Ribonucleinsaure vollstandig 
zu Adneosin-5 1 -monophosphate Guanosin-5 1 -monophosphat , 
Uridin-5 1 -monophosphat und Cytidin-5 1 -monophosphat abgebaut . 
Die Reaktionsmischung vrurde zum Sieden erhitzt und der entstan- 
dene Niederschlag vrurde entfernt. Zu 500 ml des Filtrats 
wurden 4 3 5 g einbaslsches Kallumphosphat und 0,4 g einqs 
trockenen Pulvers, das Adenyldeaminase enthalt und aus einer 
Kleiekultur von Aspergillus oryzae hergestellt war, hinzu- 
gefttgt. Die Umsetzung wurde bei einem pH 5,6 und bei 45°C 
fttr 5 Stunden durchgefUhrt . Nach der Umsetzung wurden Inosin- 
5 1 -monophosphate Guanosin-5 1 -monophosphat, Cytidin-5 1 -mono- 
phosphat und Uridin-5 '-monophosphat in der Reaktionsmischung 
festgestellt. Nach dem Aufkochen wurde das Piltrat durch ein 
Anionenaustauscherharz Amberlite IR 120-Na(20-50 mesh) in 
einer Kolonne mit einem Durchmesser von 1,5 cm und 25 cm Hohe 
hindurchgeschickt . Die hindurchgefiihrte L6 sung hat einen 
sohwach bitteren Geschmack. Die Losung wurde im Vakuum auf 
ungefShr 0,2 Volumina eingeengt. Die konzentrierte Lcsung 
wurde als Spezialwtirze verwendet, Nach dem vollstSndigen 
Trocknen und Waschen mit fithanol kann sie gleichfalls als 
pulverformige Wiirze verwendet werden. 

Aus diesen Wlirzen konnen Ino sin- 5 1 -monophosphat und Guano si n- 
5 '-monophosphat als Bariumsalz beziehungsweise als Natrium- 
salz kristallisiert werden. 

Beispiel 7 

Die Hefeextrakte und Enzymiasungen, die in Bei spiel 6 ver- 
wendet wurden, wurden vor der Inkubation dialyslert. Es 
werden dadurch Wtfrzeh rait milderem Geschmack als die dem 
Beispiel 6 entsprechenden Wttrzen erhalten. 
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PatentansprUohe 

Verfahren zur Herstellung von 5 f -Nucleotiden, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Mlkroorganisraen, ausgewShlt aus der Gruppe der 
StSmne Bacillus, Streptomyces, Torula, Zygosaccharomyoes, 
Aspergillus und Peniccilium, welche 5 --Phosphodiesterase ent- 
halten, geztiohtet warden und RibonuoleinsSure duroh die 5 f - 
Phosphodiesterase, die in dem gezilchteten Material in den le- 
benden und trockenen Zellen, Kulturfiltraten und Zellextrak- 
ten enthalten 1st und duroh die Zlichtung der Mikro organ! smen 
entsteht, zu 5 f -Nucleotiden abgebaut wird. 

Verfahren zur Herstellung einer neuen Wttrze, die Inosin-5 1 - 
monophosphat und Guanosin-5 1 -monophosphat enthSlt, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Mi sc hung der 5 '-Nucleotide, herge- 
stellt nach Anspruch 1 aus Ribonueleinsaure durch Deaminase 
deaminiert und die entstehende Reaktionsmischung eingeengt 
wird. 

Verfahren zur Verbesserung und spezieller Erhohung des Wohl- 
geschmacks von Nahrungsmitteln, GetrSnken und Wtirzen, die 
Aminosauren enthalten, dadurch gekennzeichnet, daB gemSB 
des Synergisraus zwisohen 5?-Nuoleotiden und AminosSuren ein 
oder meliere der freien 5 1 -Nucleotide oder ihre Alkalisalze 
hinzugefttgt werden. 

Verfahren nach Anspruch 3* dadurch gekennzeichnet, daB den 
Lebensmitteln, die wenlg oder kein L-Glutamat enthalten, ein 
oder mehrere der 5 1 -Nucleotide in Verbindung mit Mononatrium- 
glutamat'hlnzugefUgt werdesu 
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